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ZMIENNOSC FOSFATAZ W UKLADZIE ROZRODCZYM
SAMCOW NIEKTORYCH GATUNKOW PTAKOW DOMOWYCH

Badano aktywnosé¢ wlasciwg kwasnej i zasadowej fosfatazy wystepujgcej w ukladzie
rozrodczym samcow niektorych gatunkow ptakow domowych. W sezonie rozrodczym
najwiekszq aktywnosé obu badanych enzymow stwierdzono w jgdrach kaczora, mniejszq
dla ggsiora i samca przepiorki japonskiej. Okreslono wystepowanie fosfataz w pozostatych
odcinkach ukladu rozrodczego kaczora: najgdrzach i nasieniowodach. Stwierdzono, Ze
poziom aktywnosci badanych enzymow byt wielokrotnie wyzszy w jqdrach niz w najgdrzach
i nasieniowodzie. W okresie nieprodukcyjnym obserwowano nieznaczny spadek poziomu
aktywnosci  fosfatazy kwasnej w  jgdrach, najgdrzach inasieniowodach kaczora.
Rownoczesnie w analizowanych tkankach stwierdzono istotne zwigkszenie aktywnosci
fosfatazy zasadowej. W okresie nieprodukcyjnym obserwowano wigksze zréznicowanie
osobnicze pod wzgledem masy jqder i aktywnosci badanych enzymow.
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I. WSTEP

Fosfohydrolazy monoestrow ortofosforanowych — to grupa hydrolaz, katalizujaca
odszczepianie reszty fosforanowej od biatek, thuszczow, nukleotydéw i wielu innych zwigzkow.
Enzymy te zostaly podzielone na dwie grupy w oparciu o pH ich optymalnego dziatania:
w $rodowisku zasadowym (9.0-10.0) — fosfatazy zasadowe (EC 3.1.3.1) oraz kwasowym (5.0) —
fosfatazy kwasowe (EC 3.1.3.2) [2]. Fosfataza zasadowa jest obecna w tkankach i wydzielinach
meskiego uktadu rozrodczego, a jego stgzenie w nasieniu wykazuje zréoznicowanie gatunkowe.
Najwicksza aktywnoS$cig fosfatazy alkalicznej charakteryzuje si¢ plazma nasienia knura
i krolika, posrednig tryka i buhaja, a niskg cztowieka i ptakow [1,5,8]. Wykazano, ze zrodtem
tego enzymu w plazmie nasienia knura jest wydzielina najadrzy [4,6] oraz stwierdzono dodatnig
wspotzaleznos¢ pomiedzy aktywnoscia w plazmie a koncentracja plemnikow w nasieniu [7].

Fosfataza kwasna jest dominujaca fosfohydrolaza w nasieniu i narzadach rozrodczych
cztowieka, ptakow i ryb [1,2,9]. Jej glownym zZrodtem w plazmie nasienia czlowieka jest
wydzielina prostaty [2], dlatego aktywno$¢ fosfatazy kwasnej w moczu stosowana jest
w diagnostyce nowotworu tego gruczolu. W nasieniu ssakow duze znaczenie biologiczne
przypisuje si¢ fosfatazie kwasnej zlokalizowanej w blonie plazmatycznej plemnika. Wykazano,
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ze enzym ten moze uczestniczy¢ w reakcji akrosomowej oraz aktywacji proakrosyny do
akrosyny [14].

Celem pracy bylo okreSlenie zmienno$ci gatunkowej w aktywnos$ci kwasnej i zasadowej
fosfatazy, wystepujacej w uktadzie rozrodczym i nasieniu wybranych samcéw ptakow
domowych w okresie rozrodczym i nieprodukcyjnym.

II. MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowity tkanki uktadu rozrodczego ptakéw domowych: 8 kaczorow
typu pekin (jadra, najadrza i nasieniowody), 6 gasioréw rasy biata kotudzka (jadra) i 10 samcow
przepiorki japonskiej Coturnix japonica (jadra). Ptaki pochodzity z ferm hodowlanych. Tkanki
pobrano bezposrednio po uboju ptakéw i przechowywano w temp. -20°C az do wykonania
analiz. Narzady rozrodcze kaczoréw pozyskano dwukrotnie: w sezonie rozrodczym w czerwcu
(n=3) oraz poza sezonem w pazdzierniku (n=5). Jadra gasioréw (n=6) i samcow przepiorki
japonskiej (n=10) pobrano w sezonie rozrodczym (czerwiec). Nasienie kaczorow pobrano
W sezonie rozrodczym od 10 ptakéw, metoda masazu grzbietowo-brzusznego (taczna objgtosé
pobranego nasienia 1ml). Po rozwirowaniu na plazmg i plemniki, ekstrahowano przez 30 min
w temp. 37°C aktywnosci enzymow z plemnikéw stosujac 0.5% Triton X-100.

Homogenat tkanek (1g : 4ml 0,9% NaCl) uzyskano przy pomocy mechanicznego
homogenizatora szklanego. Po odwirowaniu (14000xg, 4°C) supernatant uzywano do dalszych
oznaczen. Aktywno$¢ fosfataz oznaczono metoda kolorymetryczng Bassey'a [11], stosujac
5.5.mM 4-nitrofenylofosforan disodowy (firmy Merck) jako substrat w pH 5.0 dla fosfatazy
kwasnej 1 10.5 dla fosfatazy zasadowej. Absorbancje uwolnionego p-nitrofenolu mierzono przy
400 nm. Oznaczenia wykonywano w dwoch powtorzeniach.

Jednostka aktywnosci enzymatycznej [U] byla taka ilo§¢ enzymu, ktora hydrolizowata
lumol substratu w czasie Imin w warunkach oznaczenia. Aktywno$¢ wilasciwa wyrazono
W jednostkach U/mg bialka oznaczonego metodg Lowry'ego [12]. Obliczenia statystyczne
wykonano stosujac program EXCEL.

1. WYNIKI

Z poroéwnania badanych ptakow domowych wynika, ze kaczor wykazywat ok. 30-
krotnie wigksza mase¢ jader niz gasior lub samiec przepiorki, dla ktérych stwierdzono
poréwnywalna mase¢ jader. Masa ciala kaczora byta 3-krotnie mniejsza niz masa gasiora
i 14-krotnie wyzsza niz przepiorki (tab. 1).

Tabela 1- Table 1
Poréwnanie masy ciata i masy jader ptakow domowych (§rednia+SD, wspolczynnik zmiennosci [%])
w okresie rozrodczym
The comparison of body weight and testis weight of domestic birds (means+SD, coefficient of
variation [%]) during reproductive season

Masa ciata / Masa jader / Udziat jader
Samce / Males Body weight Testis weight w masie ciata /
[a] [o] Contribution of testis
(CV. %) (C.V. %) in body weight [%]
kaczory / drakes (n=3) 2750150 (5%) 134,95+21,02 (16%) 4,91
przepiorki / J.quails (n=10) 195421 (11%) 4,96+1,25 (25%) 2,54
gasiory / ganders (n=6) 8460+938 (11%) 4,93+1,46 (30%) 0,06
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Pod wzgledem poziomu aktywnosci obu fosfataz badane ptaki mozna uszeregowaé
nastepujaco: kaczor > gasior > przepiorka (rys.1). Stosunek aktywnosci fosfatazy kwasnej do
zasadowej w jadrach ptakow przedstawiat si¢ kolejno: kaczor 5:1, przepiorka 12:1 i gasior 14:1.
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Rys. 1. Aktywnos¢ wiasciwa [U/mg biatka] kwasnej i zasadowej fosfatazy w jadrach badanych ptakow domowych
w okresie rozrodczym

Fig. 1. Specific activity [U/mg of protein] of acid and alkaline phosphatases of used domestic birds’ testes during
reproductive season

W ukladzie rozrodczym kaczora najobfitszym zrédlem obu fosfataz sg jadra (rys. 2).
Obecnos¢ fosfatazy kwasnej stwierdzono takze w pozostatych tkankach tego uktadu,
tj. najadrzach i nasieniowodzie (ok. 2-krotnie nizszg), jak roOwniez w plazmie nasienia
i plemnikach. Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej we wszystkich badanych tkankach byta
znacznie mniejsza, a w nasieniu sladowa (rys.2).
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Rys.2. Aktywnos$¢ wiasciwa [mU/mg biatka] fosfatazy kwasnej i zasadowej w narzadach rozrodczych i nasieniu kaczora
Fig. 2. Specific activity [mU/ mg of protein] of acid and alkaline phosphatases of drake s reproductive organs and semen
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Tabela 2 - Table 2
Sezonowe zmiany aktywnos$ci wlasciwej [U/mg biatka] kwasnej i zasadowej fosfatazy w ukladzie
rozrodczym kaczora; podano warto$¢ $rednia +SD oraz wspolczynnik zmiennosci [%];
a,b-statystycznie istotne réznice (p<0,01)
Seasonal changes of acid and alkaline phosphatase’s specific activities [U/mg of protein]; means 25D
and coefficient of variation [%] were shown; a,b- statistically significant differences (p<0.01)

Aktywno$¢ wlasciwa fosfatazy /
Masa tkanki / Specific activity of phosphatase
Tkanka / Tissue Tissue weight [U/mg biatka] / [U/mg of protein]
[g] C.V. [%]
C.V. [%] Kwasna / Acid Zasadowa / Alkaline

jadro / testis
okres rozrodczy / reproductive 134,95+21,02 0,113+0,022 a 0,02140,004 a
season (n=3) 16% 19% 18%
okres niereprodukcyjny / 4,80+5,02 0,103£0,027 a 0,047+0,015 b
non-reproductive season (n=5) 105% 26% 32%
najadrze / epididymidis
okres rozrodczy / reproductive 1,95+0,45 0,048+0,009 a 0,003£0,001 a
season (n=3) 23% 18% 33%
okres niereprodukcyjny / 0,27+0,08 0,027+0,010 a 0,010+0,005 b
non-reproductive season (n=5) 53% 37% 50%
nasieniowdd / ductus deferens
okres rozrodczy / reproductive 0,58+0,031 0,043£0,013 a 0,001+0,0004 a
season (n=3) 54% 30% 40%
okres niereprodukcyjny / 0,12+0,08 0,022+0,010 b 0,004+0,0018 b
non-reproductive season (n=5) 67% 45% 45%

W okresie nieprodukcyjnym stwierdzono gwattowng inwolucje jader kaczora (ok. 30-
krotng) i najadrzy (5-krotng) (tab.2). Zmienno$¢ osobnicza pod wzglgdem masy jader byta
znacznie wigksza w tym okresie niz w sezonie rozrodczym. Warto$ci wspotczynnikow
zmiennosci w okresie inwolucji ksztattowaty si¢ na poziomie 105% i 53% a w sezonie
rozrodczym 16% i 23%, odpowiednio dla masy jader i najadrzy.

W fazie inwolucji stwierdzono nieznaczny spadek aktywnosci fosfatazy kwasnej
W jadrach, najadrzach i1 nasieniowodach, ale tylko w przypadku ostatniego narzadu byly
one istotne statystycznie (tab. 2). Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej w tkankach w fazie
regresji wzrastala istotnie statystycznie (p<0.01) w jadrach (ok. 2-krotnie), najadrzach
(3-krotnie) oraz nasieniowodach (4-krotnie) (tab. 2).

V. DYSKUSJA

W pracy przedstawiono po raz pierwszy wystepowanie fosfatazy kwasnej i zasadowej
W nasieniu i tkankach ukladu rozrodczego kaczora. W okresie rozrodczym w uktadzie tym
stwierdzono aktywno$¢ obydwu fosfataz, przy czym aktywno$¢ fosfatazy kwasnej przewazata
we wszystkich tkankach. Najwyzszy poziom aktywnosci badanych enzymow stwierdzono
W jadrach. W nasieniu kaczora wykazano obecno$¢ fosfatazy kwasnej i brak (lub sladowa)
aktywno$¢ fosfatazy zasadowej.

Sposrod badanych gatunkoéw ptakow, kaczora charakteryzuje nie tylko najwigkszy rozmiar
gonad, szacowany procentowym udzialem masy jader w masie ciata, ale takze najwigksza
aktywno$¢ wiasciwa obu fosfataz. Niespotykana u pozostatych gatunkow ptakow wielkose
gonad aktywnych kaczoréw znajduje potwierdzenie w badaniach Sheng i Fang [15], ktorzy
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wykazali ze masa w pelni rozwinigtych jader kaczoréw rasy Shao stanowi okoto 6,6% masy
ciala. Aktywno$¢ kwasnej i alkalicznej fosfatazy z jader byta badana w cyklu rozrodczym
kogutoéw réznych ras [3]. Srednia aktywnos§é wiasciwa w jadrach badanych kogutow wynosita
0,067 U/mg biatka dla fosfatazy kwasnej i 0,022 U/mg bialka dla fosfatazy zasadowe;.
Stwierdzona u kaczora aktywno$¢ fosfatazy kwasnej byta ok. 2-krotnie wigksza, podczas gdy
dla pozostatych badanych gatunkéw zblizona do opisanej u koguta [3]. Aktywno$¢ fosfatazy
zasadowej w jadrach gasiorow i przepiorek japonskich byta (ok. 4-krotnie mniejsza) niz
u koguta i kaczora, gdzie stwierdzono porownywalny poziom aktywnosci tego enzymu [3].

U ssakow aktywnos¢ fosfataz byta korelowana z wartosciami parametrow jakosciowych
nasienia, fazg cyklu rozrodczego oraz dlugoscig stosowanego dnia $wietlnego. W badaniach
prowadzonych na knurach wykazano wzrost poziomu aktywnosci fosfatazy alkalicznej
w okresie jesienno-zimowym [7]. U dzikéw stwierdzono istotng wspoizalezno$¢ miedzy
aktywnoscig tego enzymu a dlugoscia dnia $wietlnego [10]. Wystgpowanie fazy
spoczynkowej w rozrodzie kaczoréw jest zwigzane z drastyczng inwolucja gonad (ok. 30-
krotna redukcja masy gonad). Jednym z nadrzgdnych czynnikéw regulujacych morfologiczne
i histologiczne zréznicowanie gonad w cyklu rocznym u ptakéw sezonowych jest
fotoperiodyzm, chociaz jak wynika z piSmiennictwa [13], $wiatto w najmniejszym stopniu
oddziatluje na uaktywnienie komorek rozrodczych kaczora.

Aktywnos$¢ badanych fosfataz ulegata zmianom zwigzanym z faza cyklu rozrodczego.
W czasie inwolucji stwierdzono spadek aktywnos$ci fosfatazy kwasnej w porownaniu
do sezonu reprodukcyjnego we wszystkich odcinkach uktadu rozrodczego, najmniej
zaznaczony w jadrach. Odwrotng tendencj¢ obserwowano dla fosfatazy zasadowej, ktorej
aktywnos$¢ wzrastata w tkankach w fazie spoczynkowej, zwlaszcza w najadrzach. W jadrach
kogutow wykazano, ze aktywnos$¢ kwasnej i zasadowej fosfatazy nie jest skorelowana z masa
jader [3]. Odmienng tendencj¢ stwierdzono dla kwasnej proteinazy, bowiem aktywno$¢ tego
enzymu wykazywata ujemna wspolzaleznos¢ z masa jader [3]. Z powyzszych przyktadow
wynika, ze enzymy lizosomowe wykazuja rozne typy zaleznosci aktywnosci od masy jader,
co sugeruje, ze moga one wystepowaé w roznych komoérkach i/lub bra¢ udzial w réznych
procesach fizjologicznych. Nie stwierdzono duzej zmiennosci osobniczej] w poziomie
aktywnosci badanych enzyméw z jader kaczora w sezonie rozrodczym, gdyz zmienno$¢
uksztattowata si¢ na poziomie <30%. Natomiast w fazie spoczynkowej obserwowano wigksze
réznice osobnicze (wspdtczynnik zmiennosci 18-50%).

VI. WNIOSKI

1. W jadrach ptakow wystepuje wysoka aktywno$¢ fosfatazy kwasnej i zasadowej, przy
czym poziom aktywnosci jest zréznicowany w zaleznosci od gatunku samcow.

2. W nasieniu ptakoéw aktywno$¢ fosfatazy kwasnej stwierdzono zaréwno w plazmie jak
i plemnikach, podczas gdy aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej w nasieniu byta sladowa.

3. W ukladzie rozrodczym najwicksza aktywno$¢ fosfatazy kwasnej i zasadowej
obserwowano w jadrach, mniejsza w najadrzach i nasieniowodach.

4. U ptakéw o sezonowym rozrodzie aktywnos¢ obu fosfataz ulega zmianom zwigzanym
z faza cyklu rozrodczego.
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VARIABILITY OF PHOSPHATASES IN THE MALE REPRODUCTIVE
SYSTEM OF SOME DOMESTIC BIRD SPECIES

Summary

The activity of acid and alkaline phosphatases from reproductive tracts of domestic
birds was studied. In the reproductive season the highest activity of both studied enzymes
was found for drake’s testes, followed by gander and male Japanese quail. The distribution
of acid and alkaline phosphatases in other parts of the drake’s reproductive system was
studied. It was proved that the activity of the studied enzymes was significantly higher in
testes than in epididymes and ductus deferens. In the resting phase, a slight decrease of
acid phosphatase activity in all tissues studied was observed, whereas a remarkable
increase of alkaline phosphatase activity in all tissues was noted. A higher individual
variability in testes mass and enzyme activities in the resting phase was noted.

Key words: birds, male reproductive system, acid phosphatase, alkaline phosphatase
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